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― ドライアイ治療薬の選択肢拡充を目指した基礎研究 ― 
 
 
Pharmacological study of the effects of biological proteins on  
lacrimation, neurite outgrowth and corneal wound healing 
― Basic research for the purpose of  
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第 1 章では、涙液成分を含む涙液の増加を狙って、lacritin による主涙腺腺房細胞から
の涙液タンパク質分泌作用について調べた。また、ドライアイによる炎症状態を再現した
モデルで、lacritinと神経伝達物質による作用を比較した。第 2章では、涙液の反射分泌機






























第 1章 ― 第 1節 
Lacritinによるサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌作用の検討 
 




1-1-2  実験材料および方法 
1-1-2-1  実験動物 
サルの主涙腺は、Oregon National Primate Research Centerのアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。涙液は、株式会社イブ
バイオサイエンスにて、カニクイザル（Macaca fascicularis）から採取した。動物の飼育
および取扱いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of 
Animals in Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care 
and Use of Animals）に従った。 
 
1-1-2-2  サル涙液からの lacritin精製 
モンキーチェアに保定したカニクイザルに、生理食塩液（大塚製薬工場）を 50 µl点
眼した後、数回瞬目させて涙液となじませた希釈涙液を回収した。集めた希釈涙液 20 ml
を 80 ml の 50 mM リン酸ナトリウム水溶液（pH 7.0）と混合し、陽イオン交換カラム
（HiTrap SP Sepharose; GE Healthcare Life Sciences）を通して、10 mM塩化ナトリウ
ムを含む 50 mMリン酸ナトリウム水溶液で抽出した。Lacritinを含むろ液を回収し、ス
ピンカラム（Vivaspin 20; Sartorius Stedim Biotech S.A.）を用いた限外濾過により濃縮











単離し、ラットの collagen I（0.01 mg/cm2; BD BioSciences）でコートしたプレート上に
1×105 cells/cm2の密度で播種した。培養液は、50 µg/ml gentamicin（Life Technologies）
を含む DMEM/F12（Life Technologies）に 10 ng/ml dexamethazone（Sigma-Aldrich）、
50 ng/ml epidermal growth factor（EGF, Life Technologies）、10 µg/ml glutathione
（ Sigma-Aldrich ）、 1 × insulin-transferrin-sodium selenite media supplement









ルシウムを含む培養液の代わりに、カルシウム不含の培養液（EpiLife Medium; Life 
Technologies）を前培養および刺激の際に使用した。 
 
1-1-2-4  イムノブロッティング 
サル主涙腺腺房細胞の培養上清を回収し、熱変性させたタンパク質を、4-12% Bis-Tris 
GelおよびMES SDS Running Buffer（いずれもNuPAGE; Life Technologies）にて分離
し、ゲルから polyvinylidene fluoride（PVDF）膜（Millipore）にタンパク質を電気泳動
転写した。その後、PVDF 膜を 0.5%スキムミルクでブロッキングし、一次抗体液と 4℃
で一晩反応させた。一次抗体は、抗 lipocalin抗体（1:1000; Santa Cruz Biotechnology）
もしくは抗 lactoferrin抗体（1:5000; Sigma-Aldrich）を用いて、1% bovine serum albumin
（BSA）および 0.05% Tween 20 を含むトリス緩衝生理食塩液に希釈した。続いて、
horseradish peroxidase標識二次抗体と室温で 1時間反応させた後に、化学発光検出した。 
 
1-1-2-5  細胞内カルシウムの測定 
単離培養した主涙腺腺房細胞を、カルシウム結合蛍光試薬（Calcium-4; Molecular 
Devices）と 37℃で 1時間インキュベートした。蛍光強度は、マイクロプレートリーダー






1-1-2-6  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 8.0.1もしくは 10.0.0; SAS Institute Japan）
を使用して Dunnett検定もしくは Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 










































よび carbachol（Cch）は、いずれも lipocalin（A）および lactoferrin（B）の分泌を促進































た計算値を示す。各値は 6 例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
Studentの t検定）、** p<0.05（Cchおよび Lac単独刺激群に対する Studentの t検定）。
（C）カルシウム不含培養液を用いると、Cch 刺激による lipocalin 分泌は消失したが、
Lac刺激による分泌は細胞外カルシウム非存在下でも認められた。各値は 3例の平均値±




第 1章 ― 第 2節 
サル主涙腺腺房細胞の培養系における炎症モデルの作成 
 





1-2-2  実験材料および方法 
1-2-2-1  サル主涙腺腺房細胞における炎症モデルの確立 
1-1-2-3 項と同様に準備したサル主涙腺腺房細胞の培養液に、tumor necrosis factor 
alpha（TNF-α; R&D Sysems）および interferon gamma（IFN-γ; R&D Systems）を加
えて、さらに 1、2、もしくは 3 日間培養した。眼表面の炎症によるダメージと比較する
ために、ヒト角膜上皮細胞（HCE-T細胞; 佐々木香る先生（出田眼科病院）寄託の細胞株）
を 3×104 cells/cm2の密度で播種し、16時間培養した後に、TNF-αおよび IFN-γで同様に
処理した。 
サイトカインと一緒に各細胞をインキュベーション後、細胞障害の指標として、培養
上清中に漏出した lactate dehydrogenase（LDH）を LDH Cytotoxicity Detection Kit
（Takara Bio）を用いて測定した。細胞内に及ぼすサイトカインの影響を調べるために、
細胞を細胞溶解バッファー（20 mM Tris-HCl（pH 7.5）、100 mM NaCl、1 mM EDTA、
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 、 1 mM sodium orthovanadate 、 1 mM 
dithiothreitol、protease inhibitor（complete Mini-EDTA free; Roche Diagnostics）およ
び phosphatase inhibitor cocktail I and II（EMD Chemicals））中に回収した。超音波破
砕した後に、遠心分離（16,000×g、10 分間）して得た上清を、1-1-2-4 項と同様にイム
ノブロッティングに供した。細胞溶解液のタンパク質濃度は、BCA protein assay（Thermo 
Fisher Scientific）により測定し、各サンプルの総タンパク質量が一定になるように泳動
した。イムノブロッティングの一次抗体には、抗 phosphorylated signal transducer and 
activator of transcription 1（STAT1）抗体（1:1000; Cell Signaling Technology）、抗 STAT1
抗体（ 1:1000; Cell Signaling Technology）、抗 IκB 抗体（ 1:1000; Santa Cruz 
Biotechnology）もしくは抗β-actin抗体（1:1000; Sigma-Aldrich）を使用した。 
 




1% BSAおよび 0.1% Triton X-100と室温で 15分間反応させることにより、ブロッキン
グおよび細胞透過処理を行った後に、一次抗体液と 4℃で終夜反応させた。一次抗体液は、
抗 lacritin抗体 9)（1:200）、抗 lipocalin抗体（1:1000; Santa Cruz Biotechnology）もし
くは抗 lactoferrin抗体（1:5000; Sigma-Aldrich）を 1% BSAを含むトリス緩衝生理食塩
液に希釈したものを用いた。続いて、Alexa Fluor 488 標識二次抗体（1:1000; Life 
Technologies）および 4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride（DAPI, 1:1000; 
Life Technologies）と室温で 1時間反応させた後に、免疫染色された細胞を倒立蛍光顕微
鏡（Axiovert 200および AxioCam MRc5; Carl Zeiss Vision）で観察、撮影した。撮影し
た画像は、画像解析ソフト ImageJ 1.4.3.67（National Institutes of Health）および GIMP 
2.6.11（ImageJ software）を用いて編集した。 
 
1-2-3  結果 
まず、HCE-T細胞を用いて、サイトカインの暴露条件を検討した。HCE-T細胞の培養
液に TNF-αおよび IFN-γを加えて培養すると、サイトカインの濃度および暴露時間に比例
して LDH の細胞外漏出量が増加し、細胞障害が認められた（図 3A 左）。このとき、炎症
に関連する細胞内因子の変化も調べたところ、IFN-γおよび TNF-αそれぞれの下流シグナ
ルとして知られる STAT-1のリン酸化および IκBの一時的な消失を確認した（図 3A右）。





パク質 lacritin、lactoferrinおよび lipocalinの局在および含有量にも変化はなかった（図4）。 
 





































10 ng/mlの TNF-αと IFN-γとの組み合わせにより、STAT1のリン酸化および IκBの消失
が確認できた。（B）サル主涙腺腺房細胞では、高濃度（10 ng/ml）の TNF-αおよび IFN-γ
で処理しても LDH漏出は増加しなかった。各値は 3例の平均値±標準偏差を示す。（右）

























第 1章 ― 第 3節 
サイトカイン処理したサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌作用 
 




1-3-2  実験材料および方法 
1-1-2-3 項と同様に準備したサル主涙腺腺房細胞に、10 ng/ml TNF-αおよび 10 ng/ml 













1-3-4  考察 
サル主涙腺腺房細胞を 10 ng/mlの TNF-αおよび IFN-γで処理することにより、神経伝
達物質アセチルコリンのアナログである carbacholが作用し難くなり、涙液タンパク質分泌




















































































にレーザー角膜切削形成術（laser-assisted in-situ keratomileusis; LASIK）を受ける患者
が急増しているが、術後にドライアイを発症することがあり問題になっている 23,24)。LASIK
では角膜フラップを作成する際に神経が切断されるが、術直後には角膜内の神経線維束が

















第 2章 ― 第 1節 
PACAPによるサル三叉神経節細胞からの軸索伸長効果 
 




2-1-2  実験材料および方法 
2-1-2-1  実験動物 
三叉神経節組織は、Oregon National Primate Research Centerのアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。動物の飼育および取扱
いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of 
Animals）に従った。 
 
2-1-2-2  サル三叉神経節細胞の分離培養および軸索伸長 
Geenenらのブタ三叉神経節細胞の培養方法 28)を応用した。一頭のサルから採取した三




液（Neurobasal Mediumに 2% B-27 および 2 mM L-glutamine（いずれもLife 
Technologies）を添加）に懸濁し、ポリDリシン/ラミニンコートした 24 ウェルプレート
（BD Bioscience）上に神経細胞密度が 2500 cells/cm2になるように播種した。一頭のサ




基（PACAP-27; EMD Chemicals）29)を、比較対照としてVIP（EMD Chemicals）もしく
は陽性対照としてnerve growth factor（NGF; Sigma-Aldrich）を用いた。軸索伸長の誘





2-1-2-3  免疫組織化学 
アカゲザルから採取した三叉神経節組織を 10%ホルマリンで固定し、パラフィン包埋
し、4 µmの厚さに薄切した。切片を、10% fetal bovine serum（FBS）を含む PBSで室
温 30分間ブロッキングした後、一次抗体と室温で 2時間反応させた。一次抗体には、抗
neurofilament（NF）抗体（Sigma-Aldrich）、抗 glial fibrillary acidic protein（GFAP）
抗体（Santa Cruz Biotechnology）および抗 PAC1受容体抗体（Abcam）を使用した。切
片をPBSで洗浄した後、Alexa Fluor 488もしくは 546標識二次抗体（Life Technologies）
および核染色用の DAPI と室温で 1 時間反応させた。全ての一次抗体および二次抗体は
1:1000希釈して使用した。免疫染色された組織の蛍光像は、倒立顕微鏡（Axiovert 200、
AxioCam MRc5および ApoTome Slider; Carl Zeiss Vision）で観察、撮影した。撮影し
た画像は、画像解析ソフト ImageJ 1.42（National Institutes of Health）および Adbe 
Photoshop（Adbe Systems）を用いて編集した。 
 
2-1-2-4  免疫細胞化学 
固定後の細胞を、10% FBSを含む PBSで室温 30分間ブロッキングした。細胞の蛍光
染色は 2-1-2-3項と同様に実施した。免疫染色された細胞は、共焦点顕微鏡（Leica TCS SP 
laser scanning confocal microscopeおよび Leica IRBE; Leica Microsystems）で観察し
た。撮影した画像は、ImageJおよび Adbe Photoshopを用いて編集した。 
 
2-1-2-5  細胞数の計測および統計解析 
神経軸索の伸長を定量するために、1 ウェルにつき 10-17 視野から細胞を計測した。
NF陽性の細胞を神経細胞として認識し、そこから伸びた軸索長が細胞体の直径より 2倍
以上ある細胞の全神経細胞数に対する割合を算出した。 
データは、統計解析ソフト JMP 8.0.1（SAS Institute）を用いて Dunnett検定した。
有意水準は 5%に設定した。 
 
2-1-3  結果 
2-1-3-1  サル三叉神経節の分離培養 
サル三叉神経節から分離培養した細胞を免疫染色して確認すると、組織中での構造と




の分離培養には、NF、GFAP および fibroblast いずれにも陰性の同定されない細胞も含
まれていた（データ未掲載）。培養細胞の構成は、三叉神経節細胞が 3.5%、シュワン細胞
が 76.1%、未同定の細胞が 20.4%であった。 
 
2-1-3-2  PACAP-27による神経軸索の伸長促進 
PACAP-27および陽性対照物質のNGFは、サル三叉神経節細胞からの軸索伸長を促進
した。PACAP-27の刺激により軸索を伸ばす細胞の割合は、PACAPの濃度に比例して増
加し、10-7 M以上で基剤群に対して有意な効果が認められた（図 7）。その効果を VIPと
比較すると、PACAPの 10-8 Mと VIPの 10-6 Mがほぼ等しく、VIPが PACAPと同等の
効果を示すには 100倍高い濃度が必要であった。 
PACAPによる神経軸索伸長効果は、マウス下垂体神経細胞では 10-10 M以上で 30)、ヒ









































































合をグラフ化した。各値は 9 例の平均値±標準誤差を示す。* p<0.05（基剤群に対する








第 2章 ― 第 2節 
受容体発現と神経軸索伸長のメカニズム 
 






2-2-2  実験材料および方法 











2-2-2-2  RNA抽出および逆転写 
PACAP-27もしくは VIPで刺激した細胞から、TRIzol（Life Technologies）を用いて
RNAを抽出した。RNAは、75%エタノールで沈殿させた後、RNEasy Plus Universal Mini 
Kit（Qiagen）を用いて精製した。RNAの品質を2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）
にて確認し、RNA定量試薬（RiboGreen; Life Technologies）を用いて RNA濃度を測定
した。RNA（50 ng/µl）を 6 U/µl SuperScript II Reverse Transcriptase、0.25 U/µl 
SUPERase-In、 12.5 ng/µl ランダムプライマーおよび 0.5 mM deoxynucleotide 
triphosphates（dNTPs; Life Technologies）と逆転写反応させて、cDNAを作成した。 
 




ザルの PAC1、VPAC1および VPAC2に対するプライマーとプローブは、Custom TaqMan 
Gene Expression Assay（Life Technologies）を用いて設計した。また、関連遺伝子の発
現変化を調べるために、follistatin（Rh01121161_m1）のプライマーとプローブも同様に
準備した。全ての PCR反応液は、50 ngの cDNA、250 nMのプローブ、900 nMのプラ
イマーおよび 1×PCR Master Mix（Life Technologies）を混合して、合計 20 µlに調製し
た。PCR条件は、最初に 50℃2分間および 95℃10分間のインキュベーションにより uracil 
DNA glycosylase（UDG）を活性化させた後に、95℃15秒間および 60℃1分間の増幅反
応を 40サイクル実施した。生成物の蛍光強度は StepOnePlus（Life Technologies）を用
いてモニターした。 
各受容体遺伝子の発現量は、内部標準遺伝子として測定した glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）および hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
1（HPRT1）の発現量により補正し、検量線を元にコピー数で算出した。各受容体遺伝子
の検出限界は、PAC1が 9コピー、VPAC1が 232コピー、VPAC2が 343コピーであっ




















Genes Primers (5′-3′) 
 
PAC1  F: GTGGCTGTTCTCTACTGTTTTCTGA 
 R: GCTTCGCCATTTTCGCTTGATC 
 Probe: TCCGCTTGTACCTCGCC 
VPAC1 F: CCCCTCATCTTCAAGCTCTTCTC 
 R: CAGGTGTGTCCAACCTTCGT 
 Probe: CACATTGCGGCCTTGAAT 
VPAC2 F: CTCTGATGTCTCTTGCAACAGGAA 
 R: CAGGAACAGGTTCAGATGGATGTAA 
 Probe: CCTCTTCAGGAAGCTGC 
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTA 
 R: CATGAGTCCTTCCACGATACCAA 
 Probe: CCCTGGCCAAGGTCATCCATGA 
HPRT1 F: TCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGACT 
 R: AGTTGAGAGATCATCTCCTCCGATT 




2-2-3  結果 
2-2-3-1  サル三叉神経節細胞における PACAPの受容体発現 
まず、サル三叉神経節細胞における受容体の発現を調べるため、PACAP/VIPの 3種類



































そこで、PACAP-27 と培養したサル三叉神経細胞から mRNA を抽出し、定量的 PCR 法
にて follistatinを測定した結果、PACAP-27で刺激したサル三叉神経節細胞では、PACAP








2-2-4  考察 
以上の結果から、PACAPは、サル三叉神経節細胞に分布する PAC1受容体に作用して、






































































グナルとして知られる PLCもしくは ACの阻害剤（それぞれ U73122もしくは ddA）に
よって抑制された。各値は 3 例の平均値±標準誤差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
Dunnett検定）。（B）PACAP-27（黒）もしくは基剤（灰）で各時間刺激したサル三叉神
経節細胞からmRNAを抽出し、follistatinの発現を定量した。PACAP添加前のサンプル
を Initial（Ini）と示す。各値は 3例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（基剤群に対














第 2章 ― 第 3節 
PACAPによる涙液タンパク質分泌促進作用 
 












2-3-3  結果 
サル主涙腺から単離培養した腺房細胞を、PACAP-27で 15分間刺激したところ、PACAP
の濃度依存的に lactoferrinの分泌量が増加し、10-8 Mで基剤群に対して有意な分泌効果が
認められた（図 10）。また、VIP による lactoferrin 分泌の促進作用も同様に濃度依存的に





2-3-4  考察 
予想通り、PACAP-27には涙液タンパク質分泌を促進する作用が確認できた。サル主涙
腺腺房細胞には VPAC1受容体が圧倒的優位に発現していたこと、PACAPと VIPによる涙




















図 10．PACAPもしくは VIPによる涙液タンパク質の分泌 
サル主涙腺腺房細胞を各濃度の PACAP-27 もしくは VIP で 15 分間刺激した後、培養液
中に分泌した lactoferrin をイムノブロットにより検出した。代表的な写真（上）とバン
























































第 3章 ― 第 1節 
Galectin-3によるラット角膜の上皮修復促進作用と collagen IVの関与 
 
3-1-1  目的 
Galectin-3 による角膜上皮の創傷治癒促進作用を、まずはラットの角膜を用いて確認し
た。また、そのメカニズムを調べるため、上皮修復過程で重要な役割を果たしていると考
えられている基底膜の主成分 collagen IVと galectin-3がどのように関与するかを調べた。 
 
3-1-2  実験材料および方法 
3-1-2-1  実験動物 
角膜は雄性の Sprague-Dawley ラットから採取した。角膜上皮細胞の単離用には 6 週
齢を、角膜の器官培養用には 9-11 週齢を用いた。動物の飼育および取扱いは、眼科・視
覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in Ophthalmic 
and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of Animals）に従
った。また、本試験は千寿製薬株式会社の動物実験倫理委員会の承認を得て実施した。 
 
3-1-2-2  ラット角膜の器官培養 
ペントバルビタールナトリウムで麻酔したラットの角膜中央に直径 3.5 mm のトレパ
ンでしるしをつけ、その内側の上皮をハンディールーター（Tamiya）で機械的に剥離し
て上皮欠損を作成した。その後、摘出した角膜を培養液に浸漬し、37℃で 16時間培養し
た。培養液は、Minimal Essential Mediumに 1% nonessential amino acid solution、2 mM 
L-glutamine、100 U/ml penicillin および 100 µg/ml streptomycin（いずれも Life 
Technologies）を添加したものを用いた。試験物質としてヒトのリコンビナント galectin-3
（BioVision）を 20 µg/mlの濃度で培養液に加えた。Galectin-3の濃度は、以前にマウス
で上皮修復作用が報告されている 20 µg/ml を用いた 44)。陽性対照には 20 ng/ml EGF
（PeproTech）を、基剤群には PBS を galectin-3 の代わりに添加した。Galectin-3 の糖
鎖認識ドメインが糖鎖のβ-galactoside基に特異的に結合する性質を利用して、上皮修復作
用が galectin-3 による特異的な作用かどうかを確認するために、β-galactoside 基を有す
るβ-lactoseもしくは同基を含まない sucrose（いずれも Sigma-Aldrich）を 1 mMの濃度
で galectin-3と一緒に培養液に加えて評価した。 
角膜の上皮欠損部位を 5%フルオレセインナトリウム（和光純薬工業）で染色した後、






3-1-2-3  ラット角膜上皮細胞の単離 
Kawakitaらのマウス角膜上皮細胞の単離培養方法 46)を応用した。ラットから摘出した
眼球を、15 mg/ml dispase II（Roche Diagnostics）を溶解した培養液に 4℃で終夜浸漬
した。培養液は、primocin（Invivogen）含有EpiLife medium（Life Technoglogies）を
使用した。翌日、シート状に剥離した角膜上皮を 2 mlの 0.025% Trypsin/0.01% EDTA
（Kurabo）に入れて、5分毎にピペッティングしながら計 15分間トリプシン処理した後、
HEPESおよびトリプシン中和液（Kurabo）を 5 mlずつ加えて酵素反応を停止した。細胞
懸濁液を 40 µmのセルストレーナ （ーBD Biosciences）に通して細胞塊を除き、遠心（220
×g）により洗浄した後、上記の新しい培養液に再懸濁した。 
 
3-1-2-4  ラット角膜上皮細胞の collagen IVへの接着試験 










3-1-2-5  イムノブロッティング 
3-1-2-4項の細胞接着試験の結果に細胞の増殖作用が影響していないことを証明するた
めに、細胞増殖時に増加する p44/22 mitogen-activated protein kinases（MAPK）のリ
ン酸化をイムノブロッティングにより調べた。3-1-2-2 項で単離したラット角膜上皮細胞
を、collagen IVでコートした 6ウェルプレートに 2.5×106 cells/well播種し、24時間培
養して接着した細胞を galectin-3 もしくは EGF で 10 分間刺激した。その後、細胞を回
収し、細胞溶解液から調製した可溶化タンパク質をイムノブロッティングに供した。イム
ノブロッティングの手順は 1-1-2-4項と同様に実施し、一次抗体には、抗リン酸化 p44/42 
38 
 
MAPK抗体および抗 total p44/42 MAPK抗体（いずれも Cell Signaling Technology）を
1:500 希釈して使用した。また、アルカリフォスファターゼ標識二次抗体を使用し、
alkaline phosphatase conjugate substrate kit（BioRad）を用いて検出したバンドの画像
を ImageQuant LAS4000で撮影した。 
 
3-1-2-6  Galectin-3と collagen IVとの結合試験 
Galectin-3 と collagen IV とが直接結合するかどうかを sulfo-SBED Biotin Label 
Transfer Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて調べた。方法はキットの指示書に従っ




3-1-2-7  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 10.0; SAS Institute Japan）を使用して
Dunnett検定もしくは Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 
3-1-3  結果 























を示す MAPK リン酸化の増加が確認されたが、galectin-3 で処理した細胞には同シグナ
ルの増加は認められなかった（図 12B）。 
上記のとおり、galectin-3が collagen IVに対する細胞接着を促進することが分かった








3-1-4  考察 
Galectin-3は、ラット角膜の上皮修復を促進し、また、上皮細胞のcollagen IVに対す
る接着性を促進した。また、galectin-3 は上皮細胞表面のintegrin α3β1 に結合すること

























図 11．ラット角膜器官培養における galectin-3による角膜上皮の創傷治癒作用 
角膜上皮を機械的に剥離して上皮欠損部位を作成後（Initial）、基剤（Control）、20 µg/ml 
galectin-3単独（Gal-3）、20 µg/ml galectin-3兼 1 mM β-lactose（Gal-3 + βLac）もしく
は 20 µg/ml galectin-3兼 1 mM sucrose（Gal-3 + Suc）を入れた培養液中で 16時間培養
した。上皮欠損面積の修復率（上）とフルオレセインで染色された上皮欠損部位の代表的
な写真（下）を示す。写真上で欠損部輪郭を白線でなぞった。各値は 7例の平均値±標準

























と比較して galectin-3 によって増加したが、EGF による変化は認められなかった。
Galectin-3 と EGF は別々に試験し、galectin-3 の試験では 4例の、また EGFの試験で
は 7 例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（Control もしくは Galectin-3 に対する
Studentの t検定）。（B）ラット角膜上皮細胞を基剤（Control）、galectin-3（Gal-3）も
























図 13．Galectin-3と collagen IVとの結合試験 
（A）結合試験の模式図を示す。まず、collagen IV（‘bait’タンパク質）を sulfo-SBED標
識することによりビオチン（biotin; B）化する。標識した collagen IVと galectin-3（Gal-3、
‘prey’タンパク質）とのインキュベーション中に両タンパク質が結合すると、紫外線
（ultraviolet; UV）照射により‘prey’タンパク質と sulfo-SBEDが共有結合する。その後、
還元処理により sulfo-SBED 中 S-S結合が切断されて、ビオチンが‘prey’タンパク質へ転
移する。このビオチンを検出することにより、collagen IVに結合した galectin-3（*）が
検出されることになる。（B）代表的なイムノブロットの結果を示す。上の写真は in vitro





第 3章 ― 第 2節 
サル角膜器官培養における上皮欠損モデルの比較 
 








3-2-2  実験材料と方法 
3-2-2-1  実験動物 
サル眼球は、Oregon National Primate Research Center のアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。動物の飼育および取扱
いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of 
Animals）に従った。 
 
3-2-2-2  サル角膜の器官培養 
サル眼球の角膜中央に、1 規定の水酸化ナトリウム（NaOH; Sigma-Aldrich）もしく
は n-heptanol（Alfa Aesar）を染み込ませた直径 7.5 mmのろ紙をそれぞれ 60秒間もし
くは 90秒間押し当てた後、十分量のHank’s balanced salt solution（Life Technologies）
で洗浄し、溶解した上皮は手術用メスを使って穏やかに取り除いた。サル角膜の直径はお
およそ 13-14 mm であり、周辺部の上皮は障害せずに残した。その後、角膜を摘出し、
3-1-2-2項と同じ培養液に浸漬し、37℃で培養した。 
角膜の上皮欠損部位を 1%フルオレセインナトリウム（Sigma-Aldrich）で染色した後、







きる方向に 4 µmの厚さで薄切し、ヘマトキシリンとエオジンで染色した。 
上皮障害作成直後の角膜を電子顕微鏡で観察する場合は、角膜を 1.5%グルタルアルデ
ヒドおよび 1.5%パラホルムアルデヒドを含む 0.1 Mカコジル酸緩衝液（pH 7.4）に浸漬
して固定し、定法に従い、1%酸化オスミウム溶液で後固定した後、エポキシ樹脂に包埋
した。超薄切した切片を、酢酸ウラニル・クエン酸塩で染色し、透過型電子顕微鏡（FEI 
Tecnai 12 TEM; FEI）で観察した。 
 
3-2-2-3  統計解析 
上皮修復速度の比較は、統計解析ソフト（JMP 8.0.1、10.0.0 もしくは 10.0.2; SAS 
Institute Japan）を用いて共分散分析した。有意水準は 5%に設定した。 
 







できた。正常な角膜（図 15A）は、中央部（図 15 (i)）および周辺部（図 15 (ii)）では 5-6


































































































 Healing rate (%/h) 
Incubation period 6-18 h 18-36 h 
NaOH 3.89* 1.96 







第 3章 ― 第 3節 
Galectin-3によるサル角膜の上皮修復促進作用とメカニズム 
 







3-3-2  実験材料および方法 
3-3-2-1  実験動物 
3-2-2-1項と同様に、アカゲザルの眼球を入手した。 
 
3-3-2-2  サル角膜器官培養における galectin-3の上皮修復作用 
3-2-2-2 項と同様に、サル角膜の器官培養を行った。片眼を基剤群に、反対眼を
galectin-3添加群に割り当てた。培養液中の galectin-3濃度は、以前にマウスで上皮修復
作用が報告されている 20 µg/mlとした 44)。培養時間は、両モデルの修復率が同程度であ
った 24時間で評価した。 
 
3-3-2-3  サル角膜上皮細胞の単離培養 
Kawakita らのマウス角膜上皮細胞の単離培養方法 46)を応用した。サル眼球から角膜
を摘出し、15 mg/ml dispase II（Roche Diagnostics）を溶解した培養液に 4℃で終夜浸
漬した。培養液は、DMEM/F12に Corneal Epithelial Cell Growth Kit（ATCC）を添加
したものを用いた。翌日、シート状に剥離した角膜上皮を 0.05% Trypsin-EDTA（Life 
Technologies）に入れて 37℃で 3 分間処理し、1.3% soybean trypsin inhibiotr
（Sigma-Aldrich）を加えて酵素反応を停止した。ピペッティングして懸濁した細胞を 100 
µm のセルストレーナー（BD Biosciences）に通して細胞塊を除き、DMEM/F12 で洗浄
し、再懸濁した。 
 




しくはインテグリンを 50 µl/well加えて、37℃で 1時間インキュベートすることによりコ
ーティングした。細胞外マトリックスは human collagen type I、IV、V（いずれも BD 
Biosciences）、human fibronectin（BD Biosciences）もしくは human laminin-5（Abcam）
を、インテグリンは human recombinant integrin α1β1、α3β1、α5β1（いずれも R&D 
Systems）を用いた。ウェルを Dulbecco’s phosphate buffered saline（DPBS; Life 
Technologies）で洗浄した後、0.1% BSAを 50 µl/well加えて、37℃で 1時間ブロッキン
グした。ウェルを再度 DPBSで洗浄した後、20 µg/ml galectin-3（BioVision）を含む培
養液（サプリメントは不含）を 50 µl/well加え、37℃で 1時間インキュベートし、その上




3-3-2-5  サル眼組織中の galectin-3のイムノブロッティング 
涙液は希釈涙液として採取した。すなわち、眼球を摘出する前に、全身麻酔下のサル







BCA protein assayにより定量した。 
イムノブロッティングは 1-2-2-4項と同様に実施した。一次抗体には、抗 galectin-3抗
体（Santa Cruz Biotechnology）を 1:100希釈して使用した。 
 
3-3-2-6  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 8.0.1、10.0.0もしくは 10.0.2）を使用して
Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 
3-3-3  結果 








3-3-3-2  Galectin-3によるサル角膜上皮細胞の接着促進作用 
Galectin-3 による上皮修復促進のメカニズムを調べるために、上皮欠損部で露出した
各種細胞外マトリックス上への角膜上皮細胞の接着作用を検討した。その結果、ボーマン
膜の主成分である collagen I および collagen V、基底膜成分である collagen IV、





























































図 17．サル角膜器官培養における galectin-3による上皮修復促進作用 
NaOH（A）もしくは n-heptanol（B）によって上皮欠損部位を作成後（Initial）、20 µg/ml 
galectin-3を加えた培養液中で 24時間培養し、上皮欠損面積の修復率（上）を測定した。
フルオレセインで染色された上皮欠損部位の代表的な写真（下）と共に示す。各値は 5


























験 4 回分の平均値±標準偏差を示す。1 試験毎に別のサルから採取した細胞を使用した。
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